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Effect of N,N-Dimethylformamide, Ethylene Glycol and Their Mixture
on Cryoresistance of Canine Spermatozoa
Исследовали влияние N,N-диметилформамида (ДМФА) и этиленгликоля (ЭГ), а также их смеси на функциональные свойства
сперматозоидов собак (СС), подвергнутых замораживанию-оттаиванию. Установлено, что после замораживания-оттаивания
подвижными остаются 20% клеток в присутствии 1 М ДМФА в течение 8 часов. Показано, что уровень функциональной
сохранности сперматозоидов собак, криоконсервированных под защитой 1 М раствора ДМФА, позволяет использовать их в
искусственном оплодотворении. Использование криозащитной среды на основе смеси ДМФА и ЭГ (концентрация каждого
криопротектора 0,5 М) не оказало положительного эффекта на подвижность и переживаемость СС после замораживания-
оттаивания.
Ключевые слова: сперматозоиды, подвижность, криоконсервирование, криопротекторы.
Досліджували вплив N,N-диметилформаміду (ДМФА) і етиленгліколю (ЕГ), а також їх суміші на функціональні властивості
сперматозоїдів собак, підданих заморожуванню-відтаванню. Встановлено, що після заморожування-відтавання рухомими
залишаються 20% клітин у присутності 1 М ДМФА протягом 8 годин. Показано, що рівень функціонального збереження
сперматозоїдів собак, кріоконсервованих під захистом 1 М розчину ДМФА, дозволяє використовувати їх у штучному
заплідненні. Використання кріозахисного середовища на основі суміші ДМФА і ЕГ (концентрація кожного кріопротектора
0,5 М)  не виявило позитивного ефекту на рухливість та переживаність СС після заморожування-відтавання.
Ключові слова: сперматозоїди, рухливість, кріоконсервування, кріопротектори.
The effect of N,N-dimethylformamide (DMFA), ethylene glycol (EG) and their mixture as well on functional properties of canine
spermatozoa subjected to freeze-thawing has been studied. It has been found that after freeze-thawing 20% of cells remain motile in
the presence of 1M DMFA within 8hrs. It has been shown that the value of functional integrity of canine spermatozoa, cryopreserved
with the protection of 1M DMFA, enables to use them in artificial fertilization. Use of cryoprotective medium based on the mixture
of DMFA and EG (concentration of each cryoprotectant was 0.5M) did not positively affect motility and survival of canine
spermatozoa after freeze-thawing.
Key-words: spermatozoa, motility, cryopreservation, cryoprotectants.
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Ранее была показана перспективность приме-
нения N,N-диметилформамида (ДМФА) и этилен-
гликоля (ЭГ) как криопротекторов при работе со
сперматозоидами собак (СС) [2, 5, 13, 23]. Полу-
чены данные [4], что криозащитные среды могут
быть более эффективными при использовании
смеси криопротекторов. Применение многокомпо-
нентных сред позволяет совмещать в одной среде
факторы криозащиты, присущие каждому компо-
ненту, и снижать концентрацию отдельных сос-
тавляющих. Цель данной работы – изучить влия-
ние ДМФА, ЭГ в концентрации 1 М, а также их
The prospects of application of N,N-dimethyl-
formamide, ethylene glycol as cryoprotectants when
investigating canine spermatozoa (CS) have been
previously demonstrated [2, 5, 13, 23]. The data
confirming that cryoprotective media may be more
efficient when using the mixture of cryoprotectants
have been obtained [4]. Use of multi-component media
enables the combining in one medium cryoprotective
factors inherent to each component and reducing the
concentration of some of them. Therefore the research
aim  was to study the effect of DMFA, EG under 1M
concentration as well as their mixture under 0.5M
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смеси в концентрации 0,5 М каждого в трис-
фруктозо-альбуминовой среде на функциональные
свойства замороженно-оттаянных СС.
Материалы и методы
Для опытов были использованы 25 эякулятов.
Донорами спермы были клинически здоровые
самцы среднеазиатской овчарки с концентрацией
сперматозоидов в нативном эякуляте не меньше
250 млн/мл и с подвижностью клеток не менее
75%. Эякулят собак получали при комнатной
температуре (20°С) с помощью массажа пред-
стательной железы в присутствии неэстральной
самки с использованием метода [12]. Все фракции
эякулята получали раздельно. Для проверки
концентрации и подвижности сперматозоидов в
нативном эякуляте 0,5 мл второй фракции смеши-
вали с первой и второй в физиологических соот-
ношениях. Концентрацию сперматозоидов в эяку-
лятах оценивали при помощи фотометра КФК-3
(ЗОМЗ, Россия) (ГОСТ 209.09). Подвижность
сперматозоидов определяли визуально, используя
микроскоп “Биолар” (Польша) при увеличении 280
по стандартному методу (ГОСТ 209.09).
Первую фракцию эякулята, представляющую
собой секрет уретральных желез, и третью фрак-
цию, выделяемую предстательной железой [11],
раздельно подвергали центрифугированию при
700 g в течение 10 мин, после чего плазму этих
фракций криоконсервировали погружением в
жидкий азот. Вторую фракцию, представляющую
собой секрет эпидидимиса, содержащую сперма-
тозоиды, подвергали центрифугированию при 400 g
в течение 3 мин. Плазму второй фракции заморажи-
вали погружением в жидкий азот [6].
Сперматозоиды собак криоконсервировали по
методике [5].  При этом применяли трис-фруктозо-
альбуминовую среду (ТФА), содержащую 0,25 М
Трис-буфера (Trizma pH 7,2), 0,05 М фруктозы, 1%
яичного альбумина (осмотичность среды 312
мОсмоль, рН 7,2) (все Sigma, США). Использовали
криопротекторы ДМФА и ЭГ марки “чда” (“Реа-
хим” Россия), которые дополнительно очищали по
методике [9]. Конечная концентрация ДМФА
составила 1 М, ЭГ – 1 М, а в смеси ДМФА и ЭГ –
по 0,5 М. Замораживали клетки без дополнитель-
ной эквилибрации на установке УОП-1 (СКТБ
ИПК и К НАН Украины) по режиму: от 5 до –15°С
со скоростью 3°С/мин, от –15 до –70°С со ско-
ростью 15°С /мин, и далее их погружали в жидкий
азот [5].
Оттаивание клеток и плазмы эякулята произво-
дили на водяной бане при температуре 40°С до
появления жидкой фазы.
Для оценки относительной переживаемости
клеток (динамики снижения подвижности сперма-
concentration for each in tris-fructose-albumin medium
on functional properties of frozen-thawed CS.
Materials and methods
In the experiments there were used 25 ejaculates.
Clinically healthy male dogs of Central Asian sheep
dog served as sperm donors. The concentration of
spermatozoa in native ejaculate was not less than 250
mln/ml and cell motility made not less than 75%. Canine
ejaculate was procured at room temperature (20°C)
by massaging of prostate in the presence of estrous
female by means of the method [12]. All fractions of
ejaculate were separately obtained. To examine the
spermatozoa concentration and motility in native
ejaculate 0.5ml of the second fraction was mixed with
the first and second ones in physiological ratios.
Spermatozoa concentration in ejaculate was assessed
using KFK-3 photometer (ZOMZ, Russia) (USSR
State Standard 209.09). Spermatozoa motility was
visually evaluated using “Biolar” microscope (Poland)
with 280 magnification according to the standard
method (USSR State Standard 209.09).
The first ejaculate fraction, representing a secret
of urethral glands and the third one, secreted by
prastate gland [11] were separately centrifuged at 700g
for 10 min afterwards the plasma of these fractions
was cryopreserved by plunging into liquid nitrogen [6].
The second which is the epididymis secret, containing
spermatozoa was centrifuged at  400g for 3 min. The
plasma of the second fraction was frozen by plunging
into liquid nitrogen [6].
Canine spermatozoa were cryopreserved on the
methods [5]. In this case the was applied tris-fructose-
albumin medium (TFA), containing 0.25M tris-buffer
(Trizma pH 7.2), 0.05 M fructose, 1% egg albumin
(medium osmotic pressure 312 mOsm, pH 7.2) (Sigma,
USA). There were used DMFA and EG cryo-
protectants of “pure for analysis” (“Reakhim”, Russia),
which were additionally purified on the method [9].
Final concentration of DMFA made 1M, 1M for EG
and by 0.5M for the mixture of DMFA and EG. The
cells were frozen with no additional equilibration with
UOP-1 (Special Designing and Technical Bureau of
the IPC&C) device on the regimen from 5 to –15°C
with the rate of 3°C/min, from –15 down to –70°C
with the rate of 15°C/min and then they were immersed
into liquid nitrogen [5].
Ejaculate cell and plasma thawing was performed
on water bath at 40°C up to liquid phase appearance.
To estimate relative survival of cells (dynamics of
reduction of spermatozoa motility for a time period)
after freeze-thawing the spermatozoa in cryoprotective
media were placed into hypothermia conditions (6°C)
[4]. For this aim the cell suspension (0.5 ml aliquots)
after freeze-thawing were placed into plastic ampoules
(Nunc, Israel) and then removed into refrigerator.
247 PROBLEMSOF CRYOBIOLOGY
 Vol. 16, 2006, №3
ПРОБЛЕМЫ
КРИОБИОЛОГИИ
Т. 16, 2006, №3
тозоидов за период времени) после замораживания-
оттаивания сперматозоиды в криозащитных
средах были помещены в условия гипотермии
(6°С) [4]. Для этого суспензии клеток (аликвоты
по 0,5 мл) после замораживания-оттаивания были
помещены в открытые пластиковые ампулы
(Nunc) и помещены в холодильник.
При отборе самок для искусственного осеме-
нения учитывали общее физиологическое и кли-
ническое состояния животных [3, 14, 16, 17].
Отбирали самок, имеющих одну щенность в
предыдущие годы, прошедшую без осложнений, и
с многоплодием в помете не меньше 8 щенков.
При искусственном оплодотворении самок
применялся внутривлагалищный способ осемене-
ния [19]. Объем вводимой дозы оттаянных кле-
ток – 3 мл. Концентрация подвижных клеток во
вводимой дозе после замораживания-оттаивания
составляла 120 млн/мл. После осеменения эст-
ральной самки оттаянными сперматозоидами во
влагалище вводили капельно в течение 20 мин
замороженно-отогретую плазму [20]. Объем
вводимой смеси плазм первой и второй фракций
составил 1 мл, третьей – 5 мл. Осеменение произ-
водили двукратно с интервалом 2-е суток.
Физиологическое состояние щенков оценивали
в соответствии с установленными в ветеринарной
медицине правилами [3]. При этом опытной груп-
пой  считали щенков, полученных при использова-
нии замороженно-оттаянных сперматозоидов, а
контролем называли группу щенков, полученных
от тех же самок при естественном оплодотворении
(в щенность, предшествовавшую опыту, без ис-
пользования замороженно-оттаянных спермато-
зоидов).
Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили по методу Стьюдента.
Результаты и обсуждение
Искусственное оплодотворение самок собак
замороженно-оттаянными сперматозоидами
остается одним из основных функциональных тес-
тов сохранности клеток [17-20]. В данной работе,
после получения результатов переживаемости
(подвижности за период времени) клеток, заморо-
женно-оттаянных под защитой ДМФА, ЭГ или их
смеси, проверялось функциональное состояние
криоконсервированных и оттаянных спермато-
зоидов с помощью теста на их оплодотворяющую
способность. Для этого была проведена серия
опытов по замораживанию-оттаиванию клеток с
тем криопротектором, который позволял сохранить
наивысший процент подвижных сперматозоидов,
и по искусственному оплодотворению самок собак
замороженно-оттаянными клетками, полученными
с помощью выбранного криопротектора.
During selection of females for artificial insemina-
tion their general physical and clinical state were taken
into account [3, 14, 16, 17]. The females having one or
littering during previous years with no complication and
with multifetation in litter, not less than 8 puppies, were
chosen.
At artificial fertilization of females there was used
intra-vaginal mode of insemination [20]. The volume
of introduced dose of thawed cells is 3 ml. Concent-
ration of motile cells on the dose to be introduced after
freeze-thawing made 120 mln/l. After insemination of
estrous female with thawed spermatozoa the frozen-
warmed plasma was introduced dropwise into vagina
for 20 min [21]. The volume of the mixture to be
introduced of the first and second fractions made 1ml
and 5 ml for the third one. Insemination was performed
twice with 48 hrs interval.
Physiological state of puppies was assessed accor-
ding to the established in veterinary rules [4]. In this
case the puppies obtained with the use of frozen-thawed
spermatozoa was considered as experimental group
and the control was the one of puppies obtained from
the same females during natural fertilization (littering
preceding the experiment with no use of frozen-thawed
spermatozoa).
Experimental data were statistically processed on
Student’s test.
Results and discussion
Artificial fertilization of canine females with frozen-
thawed spermatozoa has remained one of the main
functional tests of cell integrity [17-20]. In this research
after receiving the survival results (motility for time
period) of cells, frozen-thawed under protection of
DMFA, EG or their mixture the functional state of
cryopreserved and thawed spermatozoa using the test
on their fertilization ability was checked. For this aim
there was made the series of experiments on freeze-
thawing of cells with the cryoprotectant allowing to
preserve the highest percentage of motile spermatozoa
as well as on artificial fertilization of canine females
with frozen-thawed cells obtained dusing the chosen
cryoprotectant.
It is known that after separation of ejaculate plasma
from CS for dilution of centrifuged spermatozoa prior
to cryopreservation there are used protective media
not containing salt solvents [2, 17]. During phase
transition of water into ice the bioobjects are affected
the complex of damaging factors, among those
intracellular crystallization, salt hyperconcentration are
of significant importance [1]. Therefore use of canine
ejaculate fraction plasma containing salts [21] for the
creation of physiological conditions in cryoprotective
solutions is inexpedient. At the same time the establi-
shing of physiological conditions for spermatozoa
directly prior to artificial fertilization with frozen-
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Известно, что после отделения плазмы эякулята
от СС для разбавления отцентрифугированных
сперматозоидов перед криоконсервированием
используют защитные среды, не содержащие
растворов солей [2, 17]. Вероятно при фазовом
переходе воды в лед СС подвергаются воздейст-
вию комплекса повреждающих факторов, среди
которых существенное значение имеют внутри-
клеточная кристаллизация, гиперконцентрация
солей [1]. Следовательно, использование плазмы
фракций эякулята собак, содержащих соли [11],  для
создания физиологических условий в криозащит-
ных растворах нецелесообразно. В то же время
создание физиологических условий для спермато-
зоидов непосредственно перед искусственным
оплодотворением замороженно-оттаянными клет-
ками может играть существенную роль в получе-
нии многоплодных пометов. Получен высокий
показатель оплодотворения, когда замороженно-
оттаянную вторую фракцию, содержащую клетки,
разбавляли смесью плазмы первой и третьей
фракций эякулята непосредственно перед искус-
ственным оплодотворением эстральных самок [19,
21]. Для  применения указанной добавки в
технологии искусственного оплодотворения самок
собак необходимо было найти способ хранения
плазмы эякулята. В работе [6] показано, что после
замораживания-оттаивания изолированных белков-
ферментов в буферных и солевых растворах воз-
можно сохранение их молекулярной структуры и
биохимических свойств. Поэтому в данной работе
была использована замороженно-оттаянная плаз-
ма эякулята собак в физиологических соотно-
шениях для разбавления СС непосредственно в
процессе оплодотворения.
В первой серии экспериментов сперматозоиды
замораживали-оттаивали под защитой ДМФА в
концентрации 1 М, ЭГ – 1 М и смеси ДМФА и ЭГ
(концентрация каждого вещества 0,5 М) в среде
ТФА. Из рисунка видно, что через 1 ч после
замораживания-оттаивания клеток лучшие резуль-
таты выживаемости наблюдались при исполь-
зовании смеси криопротекторов. Подвижность
составила 60±10%. Однако через 8 ч подвижными
оставались только спермии, замороженно-
оттаянные под защитой ДМФА, их подвижность
составила 25±5%. Таким образом, использование
смеси двух криопротекторов ДМФА и ЭГ при
замораживании CC не дало положительного
эффекта, наблюдавшегося для сперматозоидов
петуха [4]. Результаты проведенного эксперимента
могут быть подтверждением выводов о большем
негативном влиянии ЭГ на спермии по сравнению
с ДМФА [5]. Кроме того, снижение концентрации
ДМФА в смеси криопротекторов могло также быть
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thawed cells may play a significant role in obtaining
multi-fetal litters. There was reported about a high
index of fertilization when frozen-thawed second
fraction, containing the cells was diluted with the
mixture of plasmas from the first and third ejaculate
fractions directly prior to artificial fertilization of estrous
females [19, 21]. To use the additive mentioned in the
technique of artificial fertilization it was a need in
finding the storage mode of ejaculate plasma. The
paper [6] shows that after freeze-thawing of isolated
protein enzymes in buffer and salt solutions the
preservation of their molecular structure and bioche-
mical properties is possible. Therefore in this research
we used frozen-thawed plasma of canine ejaculate
under physiological ratio for dilution of CS directly
during fertilization.
In the first set of experiments the spermatozoa
were frozen-thawed under DMFA protection in
concentration of 1M, 1M EG and the mixture of DMFA
and EG (concentration of each substance was 0.5 ml)
in TFA medium. The figure shows that in 1 hr after
freeze-thawing of cells the best results were observed
when the mixture of cryoprotectants was used.
The motility made 60±10%. However in 8 hrs just
the spermatozoa frozen-thawed under DMFA
protection remained motile, their motility made 25±5%.
Thus use of the mixture of two cryoprotectants, DMFA
and EG when freezing the CS did not affect positively
if compared with the effect observed for fowl
spermatozoa [4]. The results of this experiment may
249 PROBLEMSOF CRYOBIOLOGY
 Vol. 16, 2006, №3
ПРОБЛЕМЫ
КРИОБИОЛОГИИ
Т. 16, 2006, №3
причиной понижения уровня сохранности
сперматозоидов.
Для проверки функциональной полно-
ценности криоконсервированных под
защитой ДМФА спермиев собак была
проведена серия опытов по искусствен-
ному оплодотворению самок заморо-
женно-оттаянными клетками [17-20].
Оценивали многоплодие и физиологи-
ческое состояние полученных щенков в
течение 25 дней со дня щенения самок
(табл. 1). Средние показатели щенения
в контрольной и опытной группах соста-
вили 9,8±1,25 и 6,3±0,7 соответственно.
Следовательно, в опытной группе
количество щенков было меньше, чем
в контрольной (р<0,05). Одной из причин
снижения многоплодия в пометах
опытной группы могло быть понижение
жизнеспособности сперматозоидов
после криоконсервирования. Однако
Таблица 1. Характер течения эструса и показатели щенности
самок в опыте (М±m, n=5)
Table 1. Character of estrus course and littering indices for the
females in experiment (M±m, n =5)
confirm the conclusions about bigger negative influence
of EG on spermatozoa if compared with DMFA [5].
In addition, decreased concentration of DMFA in the
mixture of cryoprotectants also might be a cause of
the reduction of spermatozoa survival rate.
To check functional integrity of cryopreserved
under protection of  DMFA canine spermatozoa there
were done several experiments on artificial fertilization
of females with frozen-thawed cells [18-21]. The
multifetation and physiological state of resulted puppies
were assessed for 25 days from the date of female
whelping (Table 1). Mean values for whelping in the
control and experimental groups made 9.8±1.25 and
6.3±0.7, correspondingly. Therefore in experimental
group the number of puppies was lower than in the
control one (p<0.05). One of the causes of the
reduction of multifetation in the litters of experimental
group could be a decrease in spermatozoa viability after
cryopreservation. However it should be noted that the
number of puppies in the majority of litters (in 4 of 5)
was at the norm level assumed in canine breeding (6
puppies in a litter). There were performed the studies
of functional state of the puppies obtained in the control
and experimental groups to the birth moment and to
the 25th day of their life. The Table 2 shows that in the
control group there were 6 puppies with a body mass
less than 0.33 kg  at their birth, these puppies were
retarded in their development, 2 of them died. At the
same time  in experimental group there were no puppies
with significant deviations from a mean value of living
mass.
Based on the data of Table 2 one can conclude
about the obtaining of physiologically valuable multifetal
litters when using the CS frozen and thawed under
TFA medium protection, containing 1M DMFA.
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следует отметить, что количество щенков в
большинстве пометов (4-х из 5-ти) было на уровне
нормы, принятой в племенном собаководстве
(6 щенков в помете). Были проведены исследо-
вания функционального состояния полученных в
контрольной и в опытной группах щенков на момент
рождения и на 25-й день жизни. Как видно из табл. 2,
в контрольной группе было 6 щенков с массой тела
при рождении меньше 0,33 кг. Такие щенки имели
определенные отставания в развитии, 2 из них
умерли. В то же время в опытной группе щенков
со значительными отклонениями от среднего
значения живой массы не было.
На основании данных табл. 2 можно сделать
вывод о получении физиологически полноценных
многоплодных пометов при использовании СС,
замороженных и оттаянных под защитой среды
ТФА, содержащей 1 М ДМФА. Средняя живая
масса пометов в опытной группе была незначи-
тельно выше данного показателя контрольной
группы как при рождении, так и на 25-й день жизни
щенков (различия недостоверны, р>0,05).
Полученные результаты позволяют считать
ДМФА более перспективным для криоконсерви-
рования СС криопротектором по сравнению с ЭГ
и рекомендовать его для использования в племен-
ном собаководстве.
На сперматозоидах собак ранее было исследо-
вано влияние  глицерина, ЭГ, 1,2-пропандиола
(1,2-ПД), диметилсульфоксида (ДМСО) и ДМФА.
По данным [5] из указанных криопротекторов наи-
более эффективную криозащиту проявляет ДМФА.
Механизмы влияния ДМФА на сперматозоиды в
процессе криоконсервирования изучены недоста-
точно [5]. Определенные предпосылки к пониманию
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процессов, происходящих на
клеточной мембране при ее
контакте с криопротектором,
может дать анализ физико-
химических характеристик ве-
ществ, используемых в криоза-
щитных растворах, а также
особенностей плазматических
мембран СС. Известно, что
коэффициент проницаемости
мембран CC для воды (Lр)
значительно меньший по срав-
нению с этим показателем у
других млекопитающих [24] и
равен 0,0029 мкм×мин–1×атм–1.
Следовательно, для криокон-
сервирования СС желательно
использовать криопротекторы,
способные проникать внутрь
клеток не только через “вод-
ные” каналы, но и через липид-
ный бислой. Вероятно, одной из
причин невысоких результатов
криоконсервирования СС под
защитой глицерина и ЭГ  яв-
ляется их сравнительно низкая
липофильность [2, 4, 17, 22].
Известно, что показателем,
свидетельствующим о способ-
ности веществ проникать в
Average living mass of a litter I experimental group
was slightly higher than this index for the control group
both at the birth moment and to the 25th day of puppies’
life (the differences are not statistically significant,
p>0.05).
The obtained results enable the considering of
DMFA as more perspective for cryopreservation of
CS with cryoprotectant in comparison with EG and
the recommending it to be used in canine breeding.
Previously in canine spermatozoa there has been
investigated the effects of glycerol, EG, 1,2-propane
diol (1,2-PD), dimethylsulfoxide (DMSO) and DMFA.
As it was reported [5] from the cryoprotectants
mentioned the most effective cryoprotection is
manifested by DMFA. Mechanisms  of DMFA effect
on spermatozoa during cryopreservation have been
insufficiently studied [5]. Certain preconditions for
understanding the processes proceeding on cell
membrane at its contact with cryoprotectant may be
provided by the analysis of physical and chemical
characteristics of the substances being used in
cryoprotective solutions as well as peculiarities    of
plasma membranes of canine spermatozoa. It is known
that permeability coefficient of canine spermatozoa
membrane for water (Lр) is significantly less if
compared with this value in other mammals [24] and
Таблица 2. Характеристика пометов щенков, полученных после
оплодотворения самок собак замороженно-оттаянными СС и при
естественной случке (М±m, n=5)
Table 2. Characterization of puppies’ litters obtained after fertilization of canine
females with frozen-thawed CS and during natural mating (M±m, n =5)
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липидные участки мембраны клеток, является
коэффициент распределения (Кр) веществ в
системе вода-неполярная фаза. По убыванию Кр
в системе n-октанол-вода изученные криопротек-
торы, а также некоторые другие распределяются
таким образом: ДМСО>ДМФА>1,2-ПД>ЭГ>гли-
церин [4]. ДМСО имеет в этом ряду наиболее вы-
сокий показатель Кр. Эти данные были получены
экспериментальным путем. В работе [10] теорети-
чески показано, что из указанных выше веществ
ДМФА и ДМСО обладают свойствами, характе-
ризующими их как вещества, способные проникать
через липидные участки мембраны внутрь клеток.
Следовательно, ДМСО и ДМФА могут быть перс-
пективными криопротекторами при криоконсерви-
ровании СС. В то же время в работах [5, 22] пока-
зано, что ДМСО оказывает негативное влияние на
СС еще на этапе экспозиции, а подвижность клеток
после криоконсервирования под защитой ДМСО
существенно ниже по сравнению с подвижностью
клеток, замороженно-оттаянных под защитой гли-
церина. Невысокий криозащитный эффект, полу-
ченный при криоконсервировании СС под защитой
ДМСО [5, 22], вероятно, обусловлен физико-
химическими свойствами его молекулы. По зна-
чению дипольного момента криопротекторы, при-
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меняемые для СС, распределяются в ряд: ДМСО>
ДМФА>глицерин>ЭГ>1,2-ПД [4]. Эта физико-
химическая характеристика веществ отражает их
способность к образованию водородных связей как
с молекулами воды, так и с функциональными
группами химических соединений или макромо-
лекул. На основании анализа физико-химических
свойств Кр, дипольного момента рассмотренных
криопротекторов, структуры молекул ДМСО и
ДМФА, а также с учетом особенностей строения
мембран сперматозоидов собак [8, 15], можно
предположить, что ДМФА в меньшей степени свя-
зывается с полярной областью мембран клеток, а
преимущественно встраивается в его неполярную
область [4, 5]. В то же время можно предположить,
что причины низких результатов сохранности СС
под защитой ДМСО связаны с гидрофильно-гидро-
фобным балансом его молекулы. По-видимому,
ДМСО в суспензии СС активно взаимодействует
с водой и в меньшей степени локализуется в гидро-
фобных участках плазматических мембран кле-
ток.
Исследования криозащитных свойств ЭГ в
концентрации 1 М, ДМФА в концентрации 1 М и
смеси криопротекторов ЭГ и ДМФА в концент-
рации 0,5 М каждого показали, что ЭГ является
менее эффективным криопротектором для СС по
сравнению с ДМФА. Криозащитное действие на
СС смеси веществ ДМФА и ЭГ в концентрации
0,5 М каждого в среде ТФА менее выражено по
сравнению со средой, в которой содержался только
ДМФА в концентрации 1 М. Падение показателя
подвижности замороженно-оттаянных СС было
более выражено в средах, содержащих либо ЭГ,
либо смесь ЭГ и ДМФА. Результаты этого экспе-
римента дают основание сделать вывод о сравни-
тельно более высокой токсичности  ЭГ для СС по
сравнению с ДМФА.
Выводы
Выявлено, что смесь криопротекторов ДМФА
и ЭГ в концентрации 0,5 М каждого вещества
проявляет менее выраженное криозащитное
действие в отношении сперматозоидов собак, чем
ДМФА в концентрации 1 М, но более эффективна
при криоконсервировании сперматозоидов собак по
сравнению со средой, содержащей ЭГ в концент-
рации 1 М.
Показано, что сперматозоиды собак, криокон-
сервированные под защитой ДМФА в концентрации
1 М, в среде, содержащей триоксиметиламиноме-
тан, фруктозу и яичный альбумин, сохраняют функ-
циональную активность и при их использовании в
искусственном внутривлагалищном осеменении
позволяют получать здоровое потомство.
makes 0.0029 µm×min–1×atm–1. Consequently for
cryopreservation of canine spermatozoa the use of
cryoprotectants capable of penetrating inside cells not
only via “aqueous“ channels but also through lipid
bilayer is preferable. One of the causes of not very
successful  cryopreservation results of CS under either
glycerol or EG protection in previous researches [2,
17, 22] is likely their comparatively low lipophily [4].
It is known that the feature,  testifying to the ability
of substances to penetrate in lipid sites of cell memb-
ranes is distribution coefficient (Kр) of substances in
the system of water-nonpolar phase.   On decrease in
Kр in the n-octanol-water system the studied and also
some other cryoprotectants are distributed by the way
as follows: DMSO>DMFA>1,2-PD>EG>glycerol [4].
DMSO has in this row the highest Kр index. These
data were experimentally obtained. In the paper [10]
there was theoretically demonstrated that among the
mentioned above substances DMFA and DMSO had
the properties characterising them as those capable of
penetrating via membrane lipid sites inside cells.
Therefore DMSO and DMFA can be perspective
cryoprotectants during CS cryopreservation. At the
same time in the papers [5, 22] it was shown that
DMSO affected negatively CS even at the exposure
stage and post-thaw cell motility when using DMSO
was significantly lower if compared with motility of
the cells frozen thawed under glycerol protection. Low
cryoprotective effect  found during CS cryopreser-
vation under DMSO protection in previous researches
[5, 22] is probably stipulated by physical and chemical
properties of its molecule. On the value of dipole
moment the cryoprotectants applied for CS are
distributed as the row: DMSO>DMFA>glycerol>EG>
1,2-PD [4]. These physical and chemical characte-
ristics of the substances reflects their ability to form
hydrogen bonds both with water molecules and with
functional groups of chemical compounds or
macromolecules. On the base of analysis of physical
and chemical Kр properties, dipole moment of
considered cryoprotectants, structure of DMSO and
DMFA molecules as well as with taking into account
the peculiarities of structure of canine spermatozoa
membranes [8, 15], one can believe that DMFA in
less extent is bound with polar area of cell membranes,
and predominantly is built-in its non-polar area [5, 6].
At the same time  the causes of low results of CS
integrity  under DMSO protection in previous
researches may be supposed as resulting from
hydrophilic-hydrophobic balance of its molecule.
Perhaps, DMSO in CS suspension actively interacts
with water and in less extent is localized in hydrophobic
sites of cell plasma membranes.
Investigations of cryoprotective properties of EG
under 1M concentration, DMFA under 1M and mixture
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Olar T.T., Bower R.A., Pickett B.W. Influence of extender
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of cryoprotectants of EG and DMFA under 0.5
concentrations for each have shown that EG is less
effective cryoprotectant for CS if compared with
DMFA. Cryoprotective effect of the mixture of DMFA
and EG in 0.5 concentration for each in TFA medium
on CS is less manifested if compared with the medium,
containing only DMFA in the concentration of 1M.
The reduction of the motility index of frozen-thawed
CS was more manifested in the media containing either
EG, or the mixture of EG and DMFA. The results of
these experiment permit to conclude about compa-
ratively higher EG toxicity for CS if compared with
DMFA.
Conclusions
The mixture of DMFA and EG cryoprotectants
under 0.5 M concentration of each has been revealed
as manifesting lower cryoprotective influence in
respect of canine spermatozoa than 1 M DMFA, but
more efficient during cryopreservation of canine
spermatozoa with the medium containing 1 M EG.
It has been demonstrated that canine spermatozoa
cryopreserved with 1 M DMFA protection in the
medium containing trioxymethylaminomethane,
fructose and egg albumin preserve functional activity
and when being used in artificial intravaginal
insemination they enable the obtaining of healthy
progeny.
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